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1 UVOD S PREDSTAVITVIJO PROBLEMATIKE, CILJEV IN HIPOTEZ 
 
Pivo velja za najstarejšo alkoholno pijačo na svetu. Omenjeno je že v Hamurabijevem 
zakoniku v 18. stoletju pred našim štetjem. Skozi čas se je pivovarstvo razvilo do te mere, 
da je pivo tretja pijača po porabi na svetu. V osnovi je pivo pripravljeno z varjenjem žit in 
fermentiranjem sladkorjev, ki s pomočjo encimov nastanejo iz škroba, katerega vir so 
običajno različna slajena in neslajena žita. Glavna surovina je seveda voda, po količini ji 
sledijo slad, hmelj in pivovarski kvas. V primerjavi z drugimi surovinami, če izvzamemo 
kvas, je količina hmelja najmanjša, vendar nenadomestljiva.  
 
Hmelj (Humulus lupulus L.) je dvodomna, trajna rastlinska vrsta iz družine konopljevk. 
Optimalno rast razvije hmelj v območjih srednjih in globokih prsti, z zadostno količino 
padavin in temperaturami med 15 in 18 °C. Tem pogojem se najbolj približamo okoli 48. 
vzporednika na severni polobli. Velika področja gojenja hmelja so tudi na južni polobli 
(Nova Zelandija, Tasmanija in Južnoafriška republika) (IHPS, 2002). V času tehnološke 
zrelosti t.j. konec avgusta in v začetku septembra, se na ženskih rastlinah razvijejo ženska 
socvetja – hmeljni storžki. V storžkih so lupulinske žleze, ki so napolnjene z lupulinom. 
Lupulin ima visoko pivovarsko vrednost, saj so v njem trde in mehke hmeljne smole, 
eterična olja in polifenoli. Kombinacija vseh treh sestavin da pivu tipično grenčico in aromo 
(Belitz in sod., 2009). Pivu se običajno dodajajo posušeni storžki ali hmeljni briketi. Glede 
na željen okus in aromo dodajamo hmelj v različnih fazah priprave piva. Nosilec grenkega 
okusa so mehke smole, natančneje alfa-kisline: humulon, kohumulon in adhumulon ter beta-
kisline lupulon, kolupulon in adlupulon. Eterično olje hmelja, v odvisnosti od sestave pa da 
pivu unikatno aromo. Dominantne komponente so mircen, linalol, α-humulen, β-kariofilen 
in β-farnezen. Polifenoli hmelja imajo antioksidativne lastnosti, hkrati pa so pomembni za 
stabilnost pene, negativno pa lahko vplivajo tudi na motnost piva. V prvi vrsti se hmelj 
dodaja pivu zaradi intenzivne arome in grenčice, saj odlično kompenzira sladek okus 
ječmenovega slada z grenkobo alfa-kislin. Hmelj ima pomembno vlogo pri pripravi piva tudi 
zaradi močnih antimikrobnih učinkov beta-kislin, zato je pivo pijača, ki ne vsebuje 
konzervansov.  
 
Ker ima vsak hmeljni kultivar svojo edinstveno sestavo eteričnih olj in vsebnosti alfa- in 
beta-kislin, so piva narejena iz skrbno izbranih kultivarjev v znanem količinskem razmerju 
in časovnem odmerjanju v procesu varjenja. Kvaliteta hmeljnega kultivarja je načeloma 
najkakovostnejša na geografskem območju, kjer je bil kultivar požlahtnjen. Za pivovarje je 
zato izredno pomembno, da so prepričani o točnosti podatkov kupljenega hmelja z ozirom 
na botanično in geografsko poreklo. Slovenske sorte hmelja so v svetu visoko cenjene zaradi 
svoje žlahtne hmeljne arome. Hmeljni kultivar Aurora je poznan po prijetni hmeljni aromi 
in grenčici, kar mu daje visoko pivovarsko vrednost. Požlahtnjen je bil iz angleške sorte 
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Northern Brewer in slovenskega »očeta« divjega hmelja. Hmeljni kultivar Bobek je tako kot 
Aurora znan po prijetni grenčici in aromi v pivu, vendar v primerjavi z Auroro, čeprav 
spadata v isto družino križancev vsebuje manj alfa-kislin in več beta-kislin. Piva, varjena iz 
triploidnega kultivarja Celeia imajo zelo dobre organoleptične lastnosti predvsem v smislu 
ujemanja grenčice, arome in vonja. V pivovarski industriji ima Savinjski Golding najvišji 
renome, zaradi žlahtne hmeljne arome v povezavi z zelo dobro harmonizirano grenčico 
(IHPS, 2011). 
 
Pristnost prehrambnih izdelkov in surovin postaja v zadnjem desetletju vse pomembnejša, 
tako za proizvajalce kot tudi za potrošnike. Potrošniki imamo pravico pridobiti resnične 
podatke o kupljenem proizvodu. Prevare v smislu napačnega deklariranja npr. geografskega 
porekla, leta proizvodnje in sortnega porekla so postale naraščajoča globalna težava, 
predvsem z namenom pridobitve ekonomske koristi (Lauersen in sod., 2014). Na področju 
hmeljarstva se je v zadnjih letih vzpostavil tržni red za hmelj in certifikacijska shema 
pridelka hmelja, ki ju na EU področju predpisuje Uredba komisije (ES) št. 1850/2006 
(Commission Regulation (EC) No 1850/2006, 2006) na nacionalnem nivoju pa Pravilnik o 
certificiranju pridelka hmelja in prometu s hmeljem (2012), prav z namenom preprečevanja 
tovrstnih prevar. Ta zakonska akta sta podlaga za izdajo certifikata, ki zagotavlja geografsko 
in sortno poreklo, leto pridelave  ter zadovoljevanje minimalnih kakovostnih parametrov 
hmeljne pošiljke.  
 
Zaradi velikega pomena poznavanja porekla hmelja za pivovarstvo, je nujno potreben razvoj 
ustreznih analiznih metodologij, ki omogočajo njegovo določanje in potrjevanje z namenom 
zagotavljanja in ohranjanja kvalitete. Ena izmed zelo uporabnih metod za klasificiranje in 
avtentifikacijo botaničnega porekla živilskih in kmetijskih proizvodov je sistematična 
študija kemičnih odtisov imenovana metabolomika, ki sestoji iz priprave vzorca, ločitve 
posameznih metabolitov, detekcije le teh in obdelave dobljenih podatkov. Omogoča nam, 
da analiziramo metabolite v celici ali v organizmu, ki so botanično oziroma genetsko 
pogojeni. Ta način nam omogoča odkrivanje in razločitve biomarkejev drugega proti drugem 
(Cubero-Leon in sod., 2014). S to metodo dobimo profil metabolitov v preiskovanem 
vzorcu. Običajno je to velika količina podatkov, ki jih danes s pomočjo kemometrije ni več 
težko obdelati. Metabolomika nam da odličen vpogled v botanično/genetsko sestavo 
vzorcev, vendar omejene informacije v smislu določanja geografskega porekla (Förstel in 
sod., 2007). 
 
Meritve razlik v izotopski sestavi lahkih elementov z masno spektrometrijo velja za 
učinkovito in koristno metodo za nadzorovanje avtentičnosti živil, s to tehniko pa lahko 
odkrivamo tudi potvarjanje izdelkov, tj. uporabo nedovoljenih ali nedeklariranih dodatkov. 
Večina razlikovanj s področja avtentičnosti živil poteka z meritvami razmerja stabilnih 
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izotopov lahkih elementov H, C, N, O in S (Costinel in sod., 2014)*. Rastlinske vrste, glede 
na tip fotosinteze oz. privzem CO2 delimo na tri vrste: rastline, ki uporabljajo Calvinov cikel 
(C3), Hatch-Slackov cikel (C4) in »crassulacean acid metabolism« (CAM). Hmelj spada 
med rastline tipa C3, s povprečnimi vrednostmi δ13C med -29 ‰ in -23 ‰ (Costinel in sod., 
2014). Podobno je sestava stabilnih izotopov dušika (δ15N) in žvepla (δ34S), dveh izmed 
najpomembnejših hranil v prsti, pogojena od izotopske sestave nitratov, kot amonijaka in 
žvepla v prsti, klimatskih in geografskih dejavnikov. Tip prsti, debelina prsti, vegetacija in 
podnebje vplivajo na procese v prsti (mineralizacija, nitrifikacija, izparevanje in drugi), ki 
imajo za posledico izotopsko frakcionacijo (Van Leeuwen in sod., 2014). Navadno se 
izvajajo analize stabilnih izotopov dveh ali več elementov, saj velikokrat rezultati analiz 
posameznega elementa ne dajo zadovoljivo dobrih rezultatov, s katerimi bi lahko z 
zanesljivostjo določili geografsko poreklo. Stabilni izotopi so bili prvič uporabljeni za 
namene določanja kvalitete živil v 70. letih prejšnjega stoletja in sicer kot metoda za 
odkrivanje potvarjanja medu z navadnim sladkorjem (Doner in White, 1977). Od takrat je to 
postala široko uporabna metoda določanja avtentičnosti vseh vrst živil. 
 
Vsebnost in sestava eteričnega olja in alfa-kislin sta pokazatelja pivovarske vrednosti 
hmeljnega kultivarja in sta odvisna od geografskega in sortnega porekla. Sestava eteričnega 
olja hmelja, ki je predvsem genetsko pogojena, je odlično sredstvo, ki ga lahko uporabimo 
za identifikacijo sortne čistosti hmelja. Razmerja stabilnih izotopov so odvisna od 
geografskega porekla, saj na njihovo vrednost močno vplivajo geoklimatski pogoji. 
Posledično je njihova sestava v rastlinskih tkivih pogojena z geografskim poreklom, kar daje 
možnost razlikovanja med vzorci z različnim geografskim izvorom. Deloma pa so razmerja 
stabilnih izotopov odvisna tudi od botaničnega porekla. Pri našem delu smo izvedli meritve 
razmerij stabilnih izotopov ogljika, dušika in žvepla v hmeljnih storžkih in hmeljnih 
produktih in proučili njihove razlike v odvisnosti od geografskega in botaničnega porekla. 
 
Količina in sestava eteričnega olja je odvisna od vrste hmeljnega kultivarja. V povprečju 
vsebuje hmelj med 0,5 in 4,5 mL olja na 100 g suhega hmelja. V eteričnem olju hmelja, so 
s separacijsko tehniko imenovano plinska kromatografija (GC) odkrili že več kot 1000 
različnih komponent, ki prispevajo svoj delež h končni aromi piva (Almagauer in sod., 
2014). 
 
* Rezultate meritev stabilnih izotopov podajamo z δ–vrednostmi preko naslednje enačbe: 
δiE = (R(iE/jE)vzorec / R(
iE/jE)standard) – 1      
kjer je E element (C, N, S), R je izotopsko razmerje med težjim “i” in lažjim “j” izotopom 
(13C/12C, 15N/14N, 35S/34S) v vzorcu in ustreznem mednarodno priznanim referenčnim 
standardom. δ– vrednosti pomnožimo s 1000 in jih tako izrazimo v promilih (‰). Za C je 
privzet standard Vienna Pee Dee Belemnite (VPDB), za N referenčni standard zračni N2 
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(AIR), za S pa Canyon Diablo Troilite (VCDT). Standardi imajo definirano izotopsko 
sestavo 0 ‰. 
Alfa-kisline so mešanica petih optično aktivnih heksacikličnih spojin in so derivati 1,3,5-
trihidroksi benzena oz. njegove tavtomerne oblike cikloheksana-1,3,5-triona. So glavne 
sestavine mehkih smol ali lupulina, ki se nahaja v hmeljnih storžkih. Zaradi prisotnosti 
hidroksilnih spojin imajo kislinski značaj. Ime alfa-kisline uporabljamo za pet sorodnih 
spojin, med katerimi zavzema največji delež humulon. Sledita mu kohumulon in adhumulon. 
Poznavanje koncentracije kohumulona v alfa-kislinah je zelo pomembno, saj je visoka 
vsebnost kohumulona v neposredni povezavi s kvaliteto hmelja oz. piva. Če je vsebnost 
kohumulona v pivu previsoka, se to izraža kot groba in nekvalitetna grenčica, ki nam zaostaja 
v ustih. Zato je v alfa-kislinah zaželen nižji delež kohumulona. Alfa-kisline niso nosilec 
grenkega okusa, saj so težko topne v vodi in prav tako v sladici, zato jih je v pivu zelo malo. 
Nosilec grenkega okusa so njihove izomerizirane oblike, ki so mnogo bolje topne v vodi oz. 
pivu in te dajejo pivu značilno, prijetno grenkobo. Izomerizacija je tako najpomembnejša 
reakcija v kemiji hmelja. 
 
Glavni razlog vrenja sladice z dodanim hmeljem je reakcija izomerizacije hmeljnih alfa-
kislin v njihove izomerizirane oblike. Gre za kemijski proces, kjer se določena molekula pod 
posebnimi pogoji, največkrat zaradi povišanja toplote ali izpostavljenosti svetlobi, pretvori 
v drugo molekulo, sestavljeno iz istih atomov vendar so ti v drugačnem položaju. Malowicki 
in Shellhammer (2005) sta ugotovila, da je izomerizacija reakcija prvega reda kinetike, 
hitrost reakcije pa je odvisna od temperature. Trajanje toplega hmeljenja, tj. vrenja pivine z 
dodanim hmeljem je odvisno od časa, potrebnega za potek izomerizacije. Z namenom 
doseganja značilne hmeljne grenčice v pivu, je hmelj potrebno dodati že na začetku vrenja 
sladice. 
 
Eterična olja so lahko hlapne snovi, ki med procesom varjenja, pri katerem temperatura 
pivine naraste na 100 ºC izhlapevajo ali propadajo zaradi drugih kemijskih reakcij. 
Posledično te komponente v pivu niso prisotne v istih razmerjih, kot so bile v hmelju. 
Nekatere imajo zaradi svoje polarnosti nizko topnost v vodnih medijih, npr. mircen, ki ga je 
v hmelju daleč največ (30-60 rel. %), v pivu pa ga je zelo malo. Bolj kot relativni delež 
posameznih komponent v eteričnem olju hmelja, je za zaznavanje pomemben prag 
zaznavanja posamezne komponente (Šterba in sod., 2015). Zato je za doseganje željenega 
okusa in arome končnega produkta potrebno hmelj dodajati v večjih korakih, npr. na začetku 
varjenja, med varjenjem in tik pred koncem postopka. V primeru, da bi hmelj dodali samo 
na koncu varjenja, ne bi bilo dovolj časa za potek izomerizacije alfa-kislin, posledično bi 
bilo v pivu malo izo-alfa-kislin, ki dajejo pivu grenčico. Toplo hmeljenje med vrenjem 
pivine, ni pomembno le za doseganje želene grenčice in arome piva, ampak tudi da 
zmanjšamo vsebnost neželenih hlapnih komponent, ki izvirajo iz ječmenovega slada. Takšna 
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komponenta je dimetil sulfid (DMS), ki je v pivu nezaželen in ima vonj po sladki koruzi. 
Količina hmelja, ki se dodaja v pivino se je v preteklosti večinoma dozirala samo glede na 
vsebnost alfa-kislin. Konvencionalna piva vsebuje v povprečju 25 mg/L izo-alfa-kislin. Z 
modernimi metodami hmeljenja, hladno hmeljenje, se hmelj dodaja tudi med fazo 
fermentacije ali zorenja po končanem varjenju, z namenom prenosa in ohranitve čim več 
komponent eteričnega olja v samo pivo in s tem doseganja izrazite arome končnega 
produkta. To je pomembno predvsem zato, ker se tiste komponente eteričnega olja, ki so se 
med vrenjem v pivini ohranile, lahko vežejo na celice kvasovk med alkoholno fermentacijo 
in na tropine ječmenovega slada in tako se njihove izgube le še povečajo. Nekaj izgub 
eteričnega olja gre pripisati tudi adsorpciji na stene kuhalnih in drugih posod (Takako in 
sod., 2013). Znano je tudi, da naj bi CO2, ki nastane kot posledica alkoholnega vrenja, vplival 
na končne vrednosti komponente eteričnega olja, v smislu zniževanja koncentracij, saj se 
lahko vežejo na molekule in odstranijo iz piva (Schnaiter in sod., 2016), zato smo želeli 
preveriti, ali je ugodneje hladno hmeljenje izvesti med fermentacijo ali med zorenjem. 
Komponente olja glede na kemijsko strukturo delimo na ogljikovodike (75 rel. %), spojine 
s kisikom (24 rel. %) in žveplo vsebujoče spojine (1 rel. %) (Fix, 1999).  
 
Na okus in aromo piva tako vplivata čas kuhanja in način hmeljenja. Za bolj grenka piva se 
hmelj doda na začetku, če pa želimo pripraviti piva z močnejšo aromo se dodaja hmelj še v 
končnih trenutkih vrenja. Od časa doziranja in časa kontakta hmelja z vodno fazo je odvisno 
koliko hmeljnih komponent bo prešlo in ostalo v pivini, mladem pivu in končnem produktu 
pivu. Poznavanje dinamike prenosa in stabilnosti teh spojin je zato izrednega pomena za 
pivovarsko industrijo. Pri našem delu smo se osredotočili na spremljanje dinamike 
koncentracij nekaterih komponent hmeljnega eteričnega olja tekom hmeljenja in na proces 
izomerizacije alfa-kislin.  
 
Senzorične ocene piva imajo vse večji pomen zaradi večje ponudbe piv in zahtevnosti 
potrošnikov, a ocenjevanje kakovosti piva še vedno poteka na tradicionalen način s 
pokušanjem. Kriteriji senzorične ocene se razlikujejo in so odvisni od namena ocene, bodisi 
za spremljanje konstantnosti proizvodnje določenega tipa piva ali pa za primerjavo med 
različnimi tipi piv. Osnovno orodje ocenjevanje piva je še vedno t.i. kolo arome piva iz leta 
1979 (Meilgaard in sod., 1979). Na kolesu je jasno definirana terminologija in pomembnost 
in prispevek posameznih komponent v pivu. Danes obstaja več različnih ocenjevalnih 
načinov, kjer so rezultati pridobljeni glede na oceno preizkuševalca (EBC, 1997). Problem 
pri tovrstnem ocenjevanju je vedno človeški faktor, ki ga tudi v šolanem panelu 
strokovnjakov ne moremo popolnoma zanemariti. Zaradi tega obstaja velik interes za razvoj 
analizne metodologije, ki bi bila sposobna okarakterizirati kvaliteto piva na osnovi 
ponovljivih meritev, ki bi bile neodvisne od človeškega faktorja. Eden izmed možnih 
pristopov k reševanju te problematike je kemijska analiza hlapnega dela arome in kasnejša 
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uporaba tako pridobljenih podatkov v kemometrijski analizi, ki nam omogoča konstruiranje 
modela sposobnega razlikovanja in napovedovanja lastnosti vzorcev. Za uspešno 
implementacijo opisanega pristopa je v prvi vrsti potrebna ustrezna banka podatkov, 
temelječa na zadostnem številu ustreznih vzorcev in v nadaljevanju kritičen izbor 
parametrov, ki odločujoče vplivajo na kakovost.  
 
Tipična aroma in okus piva sta rezultat sinergije številnih komponent, ki izvirajo iz surovin 
uporabljenih med varjenjem in tistimi, ki so produkt kvasovk med alkoholno fermentacijo. 
Kombinacija vonja in okusa, je ključna za potrošnikovo sprejemanje piva. Poleg eteričnega 
olja hmelja, so ključnega pomena še druge hlapne komponente, ki sestavljajo aromo piva. 
Večina teh nastane kot stranski produkt kvasovk med alkoholno fermentacijo (Jeleń in sod., 
1998). Večinoma so to višji alkoholi in estri. Oboji lahko na aromo vplivajo pozitivno ali 
negativno. Zanje je značilno, da morajo biti znotraj določenega koncentracijskega območja, 
če ne, lahko katera komponenta prevladuje in poruši uravnoteženost arome. Količine teh 
komponent so minorne, vendar zaradi nizkega praga zaznavanja človeških receptorjev vonja, 
zelo pomembne in tudi ključne za končno kvaliteto piva (Fix, 1999; Pires in sod., 2014). 
 
Najpogostejši v pivu so višji alkoholi, nastali iz aminokislin na dva načina: ali iz sladice po 
Ehrlichovem mehanizmu ali pa so posledica biosinteze iz sladkorjev. Najvišje koncentracije 
dosegajo n-propanol, izobutanol, 2-metilbutanol, 3-metilbutanol in 2-feniletanol (Fix, 1999). 
 
Estri v pivu so rezultat kemijske reakcije višjih alkoholov in organskih kislin. Prisotni so v 
zelo nizkih koncentracijah običajno v območju meje človeškega zaznavanja. 
Najsignifikantnejši so etil acetat, izoamil acetat, etil oktanoat, etil dekanoat in 2-feniletil 
acetat. 
 
Analitični pristop določanja hlapnih aromatičnih komponent temelji na plinski 
kromatografiji s plamensko ionizacijskim detektorjem (GC-FID). V zadnjih letih je v veljavo 
stopila kemijska tehnika mikro ekstrakcije na trdni fazi z metodo zajema iz nadprostora (HS 
SPME), ki ne potrebuje dolge in zapletene priprave vzorca z različnimi topili. V primerjavi 
s klasično GC-FID analizo hlapnega profila poteka vzorčenje, izolacija analita in 
koncentriranje vse v enem koraku (Arthur in Pawliszyn, 1990). Pri tej tehniki trdni nosilec 
(vlakno) določene polarnosti izpostavimo v nadprostoru vzorca in izvedemo analizo.  
 
Hmelj je zaradi svoje kompleksne sestave in številnih kemijskih reakcij med komponentami 
že desetletja predmet poglobljenih raziskav z namenom razumevanja njegovega obnašanja 
med varjenjem piva. Ker so hmeljni produkti (hmelj, briketi, ekstrakt) izpostavljeni 
temperaturnim spremembam med varjenjem piva, je nujno poznavanje obnašanja teh 
produktov med samim procesom. Diferencialna dinamična kalorimetrija (DSC) je splošno 
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uporabna kemijska tehnika za preučevanje termičnih lastnosti različnih snovi, tudi 
rastlinskega izvora. DSC nam omogoča identifikacijo temperature steklastega prehoda in 
preiskovanje faznih prehodov. Omogoča nam tudi sledenje kristalizacijskim procesom in 
nenazadnje računanje sprememb entalpije med termično induciranimi procesi (Fernandes in 
sod., 2013).  
 
 
1.1 NAMEN DELA 
 
V osnovi smo razdelili študijo na dva dela: hmeljni in pivovarski del. V prvem delu smo 
najprej želeli najti hitro, preprosto in zanesljivo metodo za določanje botaničnega porekla 
hmelja z uporabo kemijskih metod, ki bi bila dostopna večini kemijsko analiznih 
laboratorijev. Z analizo sekundarnih metabolitov hmelja, izbrali smo GC-FID za določanje 
sestave eteričnega olja, tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti (HPLC) za določanje 
alfa- in beta-kislin in infrardečo spektroskopijo s Fourierevo transformacijo (FTIR), smo 
želeli sestaviti model z naborom podatkov, ki bi postal alternativa dosedanjemu MIN-MAX 
modelu razvitem na IHPS (Kač in Kovačevič, 2000) in bi bil sposoben uspešno klasificirati 
vzorce slovenskega hmelja glede na kultivar s pomočjo multivariantne statistike. FTIR 
tehnika z namenom določanja botaničnega porekla hmelja še ni bila predhodno preizkušena 
s strani ostalih raziskovalcev. 
 
Kot prvi v svetu smo želeli razviti metodologijo, ki bo omogočala zanesljivo določanje 
geografskega in botaničnega porekla hmelja na osnovi analize razmerij stabilnih izotopov 
lahkih elementov v hmelju. Zbrali smo vzorce iz vseh najpomembnejših svetovnih področij 
pridelave hmelja in jim z masno spektrometrijo za analitiko stabilnih izotopov  (Isotope 
Ratio Mas Spectrometry – IRMS) lahkih elementov določili vrednosti δ13C, δ15N, in δ34S.  
 
Drugi del študije predstavlja pivovarski del. Najprej smo želeli določiti najprimernejšo 
analizno metodologijo in določiti ustrezne parametre, ki bodo omogočali klasifikacijo 
vzorcev na primerne in tiste, ki imajo manjša odstopanja v aromi znotraj ene znamke piva 
tipa ležak, na podlagi rezultatov dobljenih s klasično senzorično oceno usposobljenih 
preizkuševalcev. S tem smo želeli izločiti subjektivni človeški faktor, ki je med 
ocenjevanjem kljub strokovnosti in usposobljenosti kadra nehote prisoten. Za kemijsko 
analizo vzorcev smo uporabili GC-FID za določanje komponent eteričnih olj, estrov in višjih 
alkoholov in HS SPME GC/MS za določanje hlapnega profila vzorcev. 
 
Z načinom in časom hmeljenja pa smo želeli izvedeti več o sami dinamiki prehoda določenih 
komponent eteričnega olja hmelja med proizvodnjo v pivo in med sabo primerjati različne 
načine hmeljenja za doseganje želenih rezultatov. Zanimala nas je tudi dinamika 
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izomerizacije alfa-kislin v pivini. Ugotavljali smo čas, potreben za doseganje maksimalnega 
izkoristka izomerizacije. Z neprekinjenim vzorčenjem pivine in piva med varjenjem oz. 
fermentacijo in zorenjem smo izvedli analize alfa-kislin in izo-alfa-kislin na HPLC, izvedli 
pa smo tudi kvantitativno analizo sestavin eteričnega olja hmelja v pivu z GC-FID. Na koncu 
smo vsem tipom piva določili še osnovne karakteristike in jih med sabo primerjali.  
 
Z uporabo DSC smo želeli izvedeti več o samem dogajanju s hmeljnim ekstraktom med 
varjenjem piva, tako da smo ekstrakte hmelja izpostavili pogojem, primerljivim varjenju 
piva. Kombinacijo DSC metode in HPLC smo želeli uporabiti kot metodi, s katerima bi 
pridobili dodatne informacije o poteku izomerizacije alfa-kislin med hmeljenjem sladice. 
Prav tako smo želeli tudi postaviti hitro metodo za avtentifikacijo hmeljnih kultivarjev. 
 
1.2 RAZISKOVALNE HIPOTEZE 
 
Postavili smo naslednje hipoteze: 
 Sorto vzorcev hmeljnih kultivarjev je možno določiti z različnimi analiznimi in 
kemometrijskimi tehnikami. 
 
 Na osnovi razmerij stabilnih izotopov ogljika  in dušika je možno ločevanje hmeljnih 
vzorcev z ozirom na njihovo geografsko poreklo. 
 
 Količine komponent eteričnega olja v pivu so odvisne od načina in časa hmeljenja. 
 
 Z rezultati analiznih tehnik hlapnega dela arome piva v kombinaciji s 
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2 ZNANSTVENA DELA 
 
2.1 OBJAVLJENA ZNANSTVENA DELA  
 
2.1.1 Določanje botaničnega porekla hmelja (Humulus lupulus L.) z uporabo različnih 
analiznih tehnik v kombinaciji s statističnimi metodami. 
 
 
Ocvirk M., Grdadolnik J., Košir I.J. 2016. Determination of the botanical origin of hops 
(Humulus lupulus L.) using different analytical techniques in combination with statistical 
methods. Journal of the Institute of Brewing, 122: 452-461 
 
 
Vonj in okus piva sta v glavnem odvisna od hmeljnega kultivarja uporabljenega v procesu 
varjenja. Za pivovarje je zato zelo pomembno, da so prepričani o točnosti deklariranih 
podatkov v smislu botaničnega porekla hmelja. Eden izmed načinov, ki jih lahko uporabimo 
za določanje botaničnega porekla različnih živilskih in kmetijskih proizvodov je 
sistematična študija kemičnih odtisov imenovana metabolomika. Cilj predstavljenega dela 
je bil med sabo ločiti pet najpomembnejših hmeljnimi kultivarjev v Sloveniji. Na 121 
zbranih vzorcev smo uporabili GC, HPLC in FTIR v kombinaciji s tremi različnimi 
kemometrijskimi metodami – metodo glavnih osi (PCA), regularizirano diskriminantno 
analizo (RDA) in hierarhičnim grupiranjem (HC). Rezultati kemometrijskih metod 
klasificiranja vzorcev hmeljnih kultivarjev so bili skoraj 100 %. Najboljši rezultati 
kemometrijskih obdelav podatkov so bili doseženi z rezultati dobljenimi v analizah s plinsko 
in tekočinsko kromatografijo, znotraj posamezne letine.  
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2.1.2 Določanje geografskega in botaničnega porekla hmelja (Humulus lupulus L.) z 
uporabo stabilnih izotopov C, N in S. 
 
 
Ocvirk M., Ogrinc N., Košir I. J. 2018a. Determination of the geographical and botanical 
origin of hops (Humulus lupulus L.) using stable isotopes of C, N and S. Journal of 
Agricultural and Food Chemistry, 66: 2021-2026. 
 
 
Z namenom določanja geografskega in botaničnega porekla hmelja obstaja potreba po vpeljavi 
zanesljive metode. Za to raziskavo smo zbrali tri sete vzorcev. Prvi set je predstavljalo pet nemških 
vzorcev, drugi set so predstavljali vzorci hmelja zbranega iz desetih svetovno najpomembnejših 
hmeljarskih držav, tretji set pa so sestavljali vzorci štirih najpomembnejših sort, gojenih v 
Sloveniji. Vzorcem smo določili izotopsko sestavo ogljika, dušika in žvepla (δ13C, δ15N in δ34S) z 
elementarnim analizatorjem, sklopljenim z masnim spektrometrom za analitiko stabilnih izotopov 
lahkih elementov. Za najbolj odločujoča parametra za določanje geografskega porekla hmelja sta 
se izkazala δ15N  z izmerjenimi vrednostmi med 2,2 ‰ in 8,4 ‰ in δ34S z vrednostmi med 0,7 ‰ 
in 12,3 ‰. Rezultati analize variance so pokazali razločno grupiranje osmih geografskih področij 
izmed desetih. Čeprav so se rezultati analiz δ13C z vrednostmi med -28,9 ‰ in -24,7 ‰, pokazali 
za neuspešne v smislu določanja geografskega porekla, so bili ti rezultati najbolj diskriminatorni 
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2.1.3 Primerjava senzoričnega in kemijskega ocenjevanja arome piva tipa ležak, z 
uporabo GC in GC/MS 
 
 
Ocvirk M., Kočar Mlinarič N., Košir I. J. 2018b. Comparison of sensory and chemical 
evaluation of lager beer aroma by GC and GC/MS. Journal of the Science of Food and 
Agriculture, DOI: 10.1002/jsfa.8840 (sprejeto v objavo) 
 
Kljub temu, da senzorično ocenjevanje piva poteka z usposobljenimi strokovnjaki, ne 
smemo zanemariti vpliva človeškega faktorja in subjektivnosti ocenjevalcev. To težavo 
lahko rešimo s kemijsko analizo hlapnega dela arome piva, iz katere skonstruiramo model 
za klasifikacijo vzorcev primerljivih s senzorično oceno. Senzorično in kemijsko smo 
ovrednotili 22 šarž iste znamke piva tipa lager. Z uporabo plinske kromatografije smo 
določili vsebnost višjih alkoholov in estrov in vsebnost eteričnih olj hmelja v pivu. S 
kemijsko metodo analize nadprostora z mikro ekstrakcijo na trdni fazi (HS-SPME) z 
uporabo plinske kromatografije sklopljene z masnim spektrometrom smo določili še ostale 
hlapne komponente v pivu. Pri uporabi RDA smo dosegli najboljše ujemanje z senzoričnimi 
ocenami ob uporabi kombinacije rezultatov meritev višjih alkoholov in estrov in drugih 
hlapnih komponent z uporabo metode HS-SPME. Rezultati dokazujejo, da odstopanja v 
aromi piva za preiskovano znamko niso posledica stalne, ponavljajoče napake v procesu 
varjenja in niso pogojene s surovinami uporabljenimi v procesu, ampak so posledica 
alkoholnega vrenja. Senzorično ocenjevanje, bi lahko zamenjale kemijsko/statistične analize 
na primernem setu podatkov, vendar za točno določno znamko piva. Dobri rezultati 
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2.1.4 Termična karakterizacija hmeljnih ekstraktov z DSC in HPLC 
 
 
Ocvirk M., Megušar P., Poklar Ulrih N., Prislan I. 2017. Thermal characterization of hop 
extract by DSC and HPLC. Hmeljarski bilten/Hop Bulletin, 24: 53-61 
 
 
Ena izmed najpomembnejših kemijskih reakcij v pivovarstvu je izomerizacija hmeljnih alfa-
kislin v izo-alfa-kisline. Pivu dajejo značilno grenčico in okus. Hmelj je zaradi svoje 
kompleksne sestave in številnih kemijskih reakcij med komponentami že desetletja predmet 
poglobljenih raziskav z namenom razumevanja njegovega obnašanja med varjenjem piva. 
Namen raziskave je bil z uporabo diferencialne dinamične kalorimetrije in tekočinske 
kromatografije pridobiti dodatne informacije o lastnostih hmeljnih ekstraktov med 
simuliranjem procesa varjenja piva. V tej raziskavi smo zato zbrali šest različnih vrst 
hmeljnih ekstraktov, pridobljenih z ekstrakcijo s superkritičnim CO2. Vse vzorce smo 
analizirali z diferencialno dinamično kalorimetrijo tako, da smo jih najprej ohladili na 0 °C, 
nato smo jih segreli do 95 °C, in ponovno ohladili na 0 °C in še zadnjič segreli do 95 °C s 
hitrostjo segrevanja in ohlajanja 5 °C min-1. Z vzporedno uporabo HPLC smo uspeli 
dokazati, da alfa- in beta-kisline prisotne v ekstraktu niso odgovorne za termične prehode 
vidne na termogramih posnetih z DSC. Po našem mnenju zaznani termični prehodi pripadajo 
zamrzovanju oz. taljenju maščobnih kislin. 
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2.2 OSTALO POVEZOVALNO ZNANSTVENO DELO 
 
2.2.1 Dinamika izomerizacije hmeljnih alfa-kislin in prehod nekaterih komponent 
eteričnega olja hmelja v pivo 
 
Ocvirk M., Košir I. J. 2018. Dynamics of isomerization of hop alpha-acids and transition 
of some hop essential oil components in different beer types. 
Poslano v objavo: Journal of the Institute of Brewing 
 
Izjavljam, da je verzija v doktoratu identična s poslano verzijo. 
 
Hmelj je s svojo edinstveno sestavo eteričnega olja in alfa- in beta-kislin ključnega pomena 
za aromo piva, ki je odločujoča za potrošnikovo sprejemanje piva. V tej študiji smo 
konstanto sladico razdelili na štiri dele in vsakega hmeljili na drugačen način. Z namenom 
ugotoviti hitrost izomerizacije alfa-kislin in dobiti sliko prehoda določenih komponent 
eteričnega olja v pivo ter spreminjanja njihovih koncentracij, smo med samim procesom 
neprestano vzorčili pivino in opravili meritve alfa-kislin, izo-alfa-kislin in določenih 
komponent eteričnega olja. Najvišji odstotek izomerizacije (19 %) je bil dosežen po 100 
minutah kuhanja hmelja v sladici. Posledica daljšega kuhanja kot 100 min je nižji odstotek 
izomerizacije, saj začnejo izo-alfa-kisline razpadati. Hladno hmeljenje vpliva ne samo na 
aromo, ampak tudi na končno grenčico piva. Med kuhanjem hmelja v sladici se koncentracija 
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3 RAZPRAVA IN SKLEPI 
 
3.1 RAZPRAVA 
Posušeni storžki hmelja, z vsebnostjo vlage okoli 10 %, vsebujejo med 0,5 in 4,0 % 
eteričnega olja. V delu raziskave, kjer smo določali botanično poreklo hmelja z različnimi 
analiznimi postopki, so vzorci vsebovali med 0,54 in 3,46 mL eteričnega olja na 100 g 
posušenega hmelja. S plinsko kromatografijo smo vsem vzorcem določili koncentracije 
posameznih komponent eteričnega olja. 
  
S tekočinsko kromatografijo smo vzorcem izmerili tudi vsebnosti alfa- in beta-kislin. Ker so 
koncentracije in razmerja med njimi gensko pogojene, smo se odločili uporabiti tudi te 
rezultate, kot enega izmed parametrov za karakterizacijo hmeljev. Na vsebnost metabolitov 
vplivajo tudi geoklimatski pogoji. Da se lahko razvijejo hmeljne smole in eterično olje, je 
pomembno, da je v fazi cvetenja in formiranja storžkov rastlini na voljo zadostna količina 
vode. Pozitiven prispevek daje tudi veliko število sončnih ur dnevno, medtem ko suša 
negativno vpliva na rast in nastanek hmeljnih metabolitov (IHPS, 2002). Set podatkov je bil 
sestavljen iz 121 vzorcev hmelja gojenega v Sloveniji – Aurora, Bobek, Celeia, Magnum in 
Savinjski Golding, zbranega v  petih zaporednih letih. Skupaj je vseboval 46 parametrov, 35 
smo jih izmerili z GC, devet s HPLC, en parameter je predstavljala konduktometrično 
vrednost (LCV), izražena kot delež alfa-kislin in en celokupna količina eteričnega olja. 
Zaradi velikega števila vzorcev in rezultatov analiz smo uporabili kemometrijske postopke: 
metodo glavnih osi (PCA) za lažjo vizualizacijo rezultatov, regularizirano diskriminantno 
analizo (RDA) za konstrukcijo in preverjanje točnosti modela in hierarhično grupiranje 
(HC). 
 
Projekcija celotnega seta vzorcev in izmerjenih parametrov obdelanih z metodo glavnih osi 
nam nakaže grobo grupiranje med posameznimi kultivarji. Zanimivo je, da se vzorci Aurore 
in Bobka pomešajo med sabo in tvorijo enotno skupino, ločeno od drugih. To ni 
presenetljivo, saj sta oba pripadnika iste družine križancev, iz česar lahko sklepamo da imata 
podoben genski zapis. Podobno se dogaja med vzorci Celeie in Savinjskega goldinga, ki se 
le delno ločijo. Tudi to je pričakovano, ker je Celeia požlahtnjena iz Savinjskega goldinga. 
Vzorci Magnuma v vseh primerih tvorijo samostojno skupino, ločeno od preostalih štirih. 
Tudi to je v kontekstu, saj je Magnum nemška sorta in nima genskih podobnosti s 
slovenskimi sortami. Proceduro smo ponovili na vzorcih znotraj vsakega leta vzorčenja in 
ugotovili, da so bili rezultati zadovoljivi do odlični v vseh primerih. Najslabše rezultate smo 
opazili v vzorcih letnika 2003. Vzrok temu je najverjetneje ekstremno vroče in sušno poletje, 
odstopajoče od dolgoletnega povprečja.  
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RDA je metoda, ki omogoča lociranje vzorcev v pred definirane skupine, zato je potrebno 
izračunati funkcijo, ki podaja razlike med skupinami celotnega seta podatkov (Massart in 
sod., 1988). Pravilo klasificiranja podamo z modelom, ki ga validiramo s ti. navzkrižnim 
testom. Pri tem testu program sam primerja vsak, iz seta podatkov odvzet vzorec posebej s 
preostalim setom podatkov in izračuna nov RDA brez odvzetega (Košir, 2001). Model je 
pravilno klasificiral 98,5 % vzorcev celotnega seta 121 vzorcev.  
 
Metodo hierarhičnega grupiranja zaradi prevelikega števila vzorcev nismo uspeli narediti na 
celotnem setu podatkov, zato smo ga izvedli znotraj vsakega letnika zbranih vzorcev. Z 
metodo smo določili sheme grup od najmanjših do največjih. To smo storili s postopnim 
združevanjem manjših skupin v vedno večje, dokler niso bili vsi vzorci v eni veliki skupini. 
Tako dobimo hierarhijo skupin. Hierarhično grupiranje smo izvedli na rezultatih prvih petih 
glavnih  oseh z 85,3 % celotne variance. Uporabili smo popolni povezovalni algoritem in 
Evklidske razdalje. Z metodo smo dobili 100 % pravilne skupine vzorcev. 
 
Identifikacija 35 komponent eteričnega olja hmelja je zamudna, zato smo želeli skrajšati čas 
in smo izvedli kompletno kemometrijsko analizo še na samo šestih, za pivovarstvo 
najpomembnejših komponentah eteričnega olja – mircen, linalol, geraniol, β- kariofilen, α- 
humulen in farnezen. Kot najuspešnejša metoda v tem primeru se je izkazala metoda RDA, 
kjer nam je model podal 100 % pravilno klasifikacijo vzorcev, izkoristek navzkrižnega testa 
pa je bil 99 %. Zadovoljive rezultate smo dosegli tudi z metodo glavnih osi na prvi in četrti 
osi s skupno upoštevano varianco 63,1 %,  kjer se pokaže grobo grupiranje vzorcev. V 
primeru, ko smo ločeno analizirali samo rezultate pridobljene s HPLC, smo z metodo glavnih 
osi dosegli štiri ločene skupine. Bobek in Aurora sta zopet združena v enotni skupini, kar 
potrjuje dejstvo, da je razmerje alfa- in beta-kislin predvsem gensko pogojeno. Z metodo 
RDA izvedeno na rezultatih prvih štirih glavnih osi (94 % celotne variance), smo dosegli 
popolno klasifikacijo vzorcev v modelu in 99,2 % pravilno klasifikacijo navzkrižnega testa. 
 
Kot že omenjeno zgoraj, je bilo leto 2003 odstopajoče od preostalih in rezultati HPLC in GC 
niso dali enako dobrih rezultatov kot pri preostalih letnikih. Za ta letnik smo zato izvedli tudi 
analize infrardeče spektroskopije s Fourierevo transformacijo. Že iz primerjave IR spektrov 
vzorcev so bile vidne razlike v absorbancah pri posameznem valovnem številu med 
hmeljnimi kultivarji (slika 12, podpoglavje 2.1.1).  Pri projekciji rezultatov dobljenih s PCA 
metodo na prvih dveh glavnih oseh je vidno, da vsak hmeljni kultivar tvori svojo samostojno 
skupino. Rezultati klasificiranja doseženi z RDA metodo razkrijejo, da je bil samo en vzorec 
kultivarja Bobek razvrščen v napačno skupino in sicer v skupino Aurore.  
 
Prvo vprašanje pri določanju geografskega porekla je bilo, ali je razmerje v vsaki posamezni 
frakciji hmelja enako, saj je hmelj na trgu v različnih oblikah. Najpogosteje se pojavlja v 
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obliki peletov in storžkov, pivovarji pa lahko uporabljajo tudi ekstrakt pridobljen iz hmelja. 
Vprašanje je bilo tudi, če med procesom predelave hmelja v npr. pelete ostane razmerje 
stabilnih izotopov enako. S tem namenom smo zbrali vzorce hmelja sestavljene iz storžkov, 
peletov in ekstraktov iste sorte. Iz storžkov pa smo v laboratoriju ločili še lupulin od zelenega 
dela in z destilacijo z vodno paro pripravili še eterično olje. Za vsako izmed frakcij smo 
izmerili in primerjali vrednosti δ13C, δ15N in δ34S. Z uporabo Studentovega t testa smo 
ugotovili, da med skupinami vzorcev ne obstajajo statistično signifikantne razlike v 
vrednostih δ13C, δ15N in δ34S. Želeli smo izločiti tudi vpliv alfa-kislin na razplete raziskave, 
zato smo izmerili vrednosti δ13C, δ15N in δ34S hmeljnim vzorcem z nizko vsebnostjo (4,1 %) 
alfa-kislin in tistim z visoko vsebnostjo (13,2 %). Rezultati so pokazali, da vsebnosti 
hmeljnih smol in eteričnega olja ne vplivajo na izotopska razmerja, zato smo nadaljevali s 
študijo določanja geografskega porekla hmelja.  
 
Zbrali smo 77 vzorcev hmelja iz desetih najpomembnejših držav pridelovalk hmelja na 
svetu. Na začetku smo v grobem združili podatke pridobljene z analizo δ13C, δ15N in δ34S in 
jih obdelali z univariantno statistiko (min., max., povp. in SD). Opazili smo, da so vrednosti 
δ34S izmerjene v vzorcih iz južne poloble v primerjavi z vzorci iz severne občutno višje. 
Vrednosti δ15N (2,2 ‰ do 4,7 ‰) izmerjene v vzorcih iz Združeni držav Amerike (ZDA) so 
nižje od vrednosti izmerjenih v vzorcih iz Evrope (3,3 ‰ do 8,4 ‰). Najnižje vrednosti δ13C 
(povp. -27,9 ‰) in najvišje vrednosti δ34S (povp. 10,9 ‰) smo izmerili v vzorcih iz 
Južnoafriške republike (JAR).  
 
Z analizo variance (ANOVA), ki smo jo izvedli na celotnem setu vzorcev, posebej za vsak 
element, je iz tabele 1 (podpoglavje 2.1.2.) razvidno, da pri vrednostih δ34S dobimo pet 
samostojnih skupin, eno dvojno in 3 mešane skupine. Kljub veliki medsebojni oddaljenosti 
Slovenije (SLO) in ZDA (Yakima) so bile vrednosti δ34S tako podobne, da nam ANOVA to 
pokaže kot enotno skupino. Enotno skupino smo dobili tudi v primeru vzorcev iz Avstralije 
(AUS) in Nove Zelandije (NZL). Pri ANOVI narejeni samo na vrednostih δ15N smo dobili 
štiri ločene skupine in po več dvojnih oz. mešanih. Z vrednostmi δ13C smo dosegli le delno 
separacijo. Med vsemi skupinami vzorcev smo z rezultati  δ13C dosegli ločitev le med vzorci 
Češke (CZ) in JAR. Zanimivo je, da so bile izmerjene vrednosti δ13C vzorcev iz ZDA, 
Nemčije (D) in SLO kljub veliki medsebojni oddaljenosti tako podobne, da smo z ANOVO 
te vzorce videli kot eno skupino, v katero pa so se mešali tudi vzorci iz AUS in NZL. Iz 
rezultatov dobljenih z ANOVO je razvidno, da je najboljše ločevanje vzorcev med različnimi 
skupinami doseženo z vrednostmi δ34S, sledijo vrednosti δ15N, nezadovoljivo pa je ločevanje 
vzorcev na podlagi vrednosti δ13C. 
 
Z ANOVO smo preverili klasifikacijo na podlagi enega parametra. Za boljše rezultate, smo 
obdelali vse tri parametre s kemometrijskimi postopki PCA in RDA, vendar nismo dobili 
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zadovoljivih rezultatov, zato smo stopili korak nazaj in enostavno naredili samo grafični 
prikaz porazdelitve vrednosti δ15N / δ34S, δ34S / δ13C in δ15N / δ13C. Kot smo ugotovili že z 
analizo variance, k najboljši ločitvi surovih podatkov prispevata vrednosti δ34S in δ15N. 
Diagrama porazdelitve δ34S / δ13C in δ15N / δ13C, nista podala zadovoljive ločitve vzorcev. 
Na diagramu δ34S / δ15N (slika 2, podpoglavje 2.1.2), je prikazano da vzorci iz AUS, NZL, 
JAR, ZDA_GL in CZ tvorijo samostojne ločene skupine, razporejene okrog večje, v center 
pozicionirane skupine vzorcev iz D, SLO, AUT, ZDA_Y. Za evropske vzorce je to 
pričakovan rezultat, saj je razdalja med posameznimi regijami precej majhna. Čeprav je ta 
skupina strnjena, pa je v njej jasno nakazano grupiranje nemških in avstrijskih vzorcev. 
Posebno grupo tvorijo vzorci slovenskega hmelja in hmelja iz ameriške regije Yakima, ki so 
med sabo pomešani, vendar ločeni od preostalih dveh skupin v centralni skupini vzorcev. 
Zanimivo je tudi, da so vzorci iz VB na diagram pozicionirani v spodnji polovici (nizke 
vrednosti δ34S) nekje med centralno skupino vzorcev in skupino vzorcev iz ZDA_GL. VB 
vzorci se na diagram raztezajo precej daleč na osi vrednosti δ15N. Ti vzorci imajo nizko S.D. 
(0,5) pri meritvah δ34S in relativno visoko S.D. (1,3) pri meritvah δ15N, čeprav je hmeljarsko 
področje v Veliki Britaniji majhno in strnjeno področje (Kent), a kot kaže pedološko in 
klimatsko izotopsko precej raznoliko. Vzorci hmelja iz obeh največji regij hmeljarstva v 
ZDA so med seboj dobro ločeni. Tak rezultat je pričakovan, saj je razdalja med njima okoli 
2500 km, ločuje ju Skalno gorovje, zaradi česar sklepamo da je v regijah različna pedološka 
sestava. Vzorce smo že v začetku razdelili na ZDA_GL in ZDA_Y. 
 
Zaradi velikega števila vzorcev in skupin, smo z namenom dobiti bolj jasno sliko, vse vzorce 
iz Evrope združili v novo skupino EV. Naredili smo diagram evropskih vzorcev in ostalih 
petih. Vidno je da med njimi dosežemo skoraj popolno ločitev, saj se le vzorci ZDA_Y 
mešajo z evropsko skupino. 
 
Naknadno smo naredili še analizo samo evropskih vzorcev, sam nam je to z vidika uspešnosti 
metode najpomembnejši podatek, ker so geografsko gledano te regije blizu in precej 
podobne. Za boljšo vizualizacijo smo odstranili vse ostale regije. Dobili smo dobre rezultate, 
saj se vse regije pričakovano grupirajo, razen vzorcev iz VB, ki so, kot že predhodno 
omenjeno razsejani kljub majhnem področju pridelave hmelja. Iz predstavljenih rezultatov 
je razvidno, da izotopska razmerja elementov C, N in S lahko uporabimo kot prstni odtis 
določene hmeljarsko pridelovalne regije širom sveta. Iz razmerij lahko opazimo grupiranje 
vzorcev hmelja, ki temeljijo na podlagi velikih razlik v vrednostih δ15N in δ34S. Dejstvo, da 
je izotopsko razmerje ogljika, bolj kot okoljsko, pogojeno biološko, dokazujejo tudi naši 
rezultati, saj so vrednosti δ13C vseh vzorcev blizu skupaj (povp.= -26,6 ‰ ±0,9). V 
prihodnosti imamo namen zmeriti še izotopska razmerja kisika, vodika in svinca na istem 
setu vzorcev. Iz vrednosti δ18O in δ2H in δ206Pb pričakujemo še boljše rezultate, saj so 
izotopske frakcionacije pri vseh treh elementih okoljsko pogojene. 
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To isto metodologijo smo uporabili na vzorcih iz Slovenije, ki smo jih zbrali z namenom 
določitve botaničnega porekla z EA/IRMS. Vzorce smo dobili neposredno od pridelovalcev, 
ker smo želeli biti popolnoma prepričani o sortni čistosti vzorcev. Z uporabo Studentovega 
t-testa smo ugotovili, da med vsemi tremi izmerjenimi parametri med obema skupinama 
vzorcev ni signifikantnih razlik. 
 
V tej študiji smo želeli ugotoviti, če obstaja razlika v izotopski sestavi v hmeljnih vzorcih 
glede na kultivar. S tem namenom smo zbrali 20 vzorcev hmelja štirih najpogosteje gojenih 
hmeljnih kultivarjev v Sloveniji, Savinjski golding (SG), Bobek (BO), Aurora (AU) in 
Celeia (CE). Za to vrsto raziskave so slovenski vzorci zelo primerni, saj hmeljarsko področje 
v Sloveniji zajema le približno 50 km2. S tem smo izključili okoljske dejavnike, ki vplivajo 
na izotopsko frakcionacijo. Najprej smo naredili enosmerno ANOVO, ki nam je v nasprotju 
z določanjem geografskega porekla razkrila, da ima δ34S najmanjšo moč klasificiranja 
vzorcev kar se tiče določanja botaničnega porekla. Ti rezultati so v skladu s teorijo, da so 
δ34S vrednosti predvsem okoljsko pogojene, in zaradi majhnosti hmeljarskega področja ne 
prihaja do razlik v izotopski sestavi S. Podobno kot pri žveplu, tudi vrednosti δ13C, δ15N ne 
pokažejo dovolj moči za določevanje botaničnega porekla hmelja. S tem naborom 
parametrov nismo uspeli ločiti vzorcev SG in CE, po vsej verjetnosti zopet zaradi podobne 
genske osnove. Bolj uspešni smo bili pri določanju botaničnega porekla vzorcev BO in AU, 
kjer smo, čeprav sta kultivarja v neposrednem sorodstvu opazili dve ločeni skupini. 
 
Z našimi rezultati δ13C, δ15N in δ34S, smo uspeli le delno ločiti slovenske kultivarje. To je 
tudi v skladu z doslej opravljenimi raziskavami določanja botaničnega porekla na podlagi 
izotopskih razmerij lahkih elementov. Veliko raziskav v tej smeri je bilo narejenih na 
jedilnih oljih, sadnih sokovih, vinu in medu (Van Leeuwen s sod., 2014). V vseh primerih je 
z uporabo stabilnih izotopov bilo moč določiti geografsko poreklo, v nekaterih primerih celo 
leto pridelave posamezne kulture. Ločitev glede na botanično poreklo pa je bila v vseh 
primerih ali omejena ali pa nemogoča.  
 
Kombinacija vonja in okusa piva je ključnega pomena za potrošnikovo sprejemanje te 
priljubljene alkoholne pijače. Njegov tipičen vonj in okus sta rezultat uravnotežene sinergije 
med številnimi hlapnimi komponentami, ki izvirajo bodisi iz surovin uporabljenih v procesu 
varjenja ali pa nastanejo med samim procesom kot stranski produkti kvasovk med alkoholno 
fermentacijo.  
Zbrali smo vzorce piva iz 22 zaporednih šarž proizvedenih od pomladi do jeseni 2015. Vsi 
vzorci so bili, preden so prišli do nas ocenjeni na uradnem senzoričnem testiranju, kakršnega 
je deležna vsaka šarža pred prodajo. Iz dobljenih ocen za kakovost grenčice, čistosti vonja 
in splošnega okusa smo najprej izdelali HC analizo. Iz rezultatov smo razbrali, da se vzorci 
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grupirajo v dve skupini. Ugotovili smo, da je meja med obema skupinama izračunana z HC 
analizo povprečna ocena vseh treh parametrov ocenjenih na senzorični analizi 3,5. Tako smo 
piva razdelili na skupino primernih piv (> 3,5) in skupino piv, ki imajo manjša odstopanja v 
aromi (< 3,5). Rezultate analize HC smo preverili še s Studentovim t-testom in sicer za vsak 
parameter posebej in za povprečno vrednost vseh treh ocen. V vseh štirih primerih je t-test 
pokazal statistično signifikantne razlike med obema skupinama vzorcev. S tem pristopom 
smo najprej potrdili da je meja med primernim pivom in tistim z manjšim odstopanjem v 
aromi lahko postavljena na povprečno vrednost ocen 3,5. 
 
Vsem pivom smo s tehniko GC-FID izmerili vsebnost devetih, za pivovarstvo 
najpomembnejših višjih alkoholov in estrov (VAE), ter vsebnost komponent hmeljnega 
eteričnega olja. Z osnovno univariantno statistiko smo opazili zelo male razlike med obema 
skupinama vzorcev. V povprečju so vrednosti VAE primernih vzorcih malo višje od 
preostalih. Rezultati Studentovega t-testa pa med obema skupinama na setu podatkov VAE 
niso pokazala statističnih razlik. Postopek smo ponovili z rezultati komponent eteričnega 
olja, kjer pa niti univarianta statistika niti t-test nista pokazala nobenih razlik, kar je bilo 
pričakovano, saj smo analizirali vedno isto znamko piva, ki ima stalen recept v smislu vrste 
hmelja in načina, količine ter časa hmeljenja. S tem smo potrdili, da v procesu varjenja piva 
ne prihaja do napak. S tehniko HS-SPME GC/MS smo vsem pivom izmerili tudi hlapni 
profil. Primerjali smo posnete kromatograme in ob stalnem profilu pri določenih vzorcih 
odkrili tudi dodatne komponente v vzorcih z manjšim odstopanjem v aromi. Ugotovili smo, 
da samo s temi tremi analiznimi metodami ne dobimo dovolj signifikantnih razlik med 
skupinama, ki bi omogočila klasifikacijo vzorcev že z univariantno statistiko, zato smo v 
delo vpeljali multivariantno statistiko in sicer PCA in RDA metodo. 
 
Na začetku smo set podatkov, ki je zajemal vseh 22 vzorcev piva in 58 izmerjenih 
parametrov obdelali s PCA metodo. Opazno je bilo grobo grupiranje vzorcev glede na 
predhodno senzorično oceno. Glede na to, da je bila celotna varianca zbrana okrog prvih 
dveh glavnih osi, na katerih je bil narejen diagram le 28 %, smo se odločili da naredimo 
drugačen nabor parametrov za multivariantno statistiko. Preiskali smo različne kombinacije, 
najboljše rezultate pa smo dobili s kombinacijo rezultatov dobljenih iz analize VAE in 18 
hlapnih komponent, ki smo jih zaznali z analizo hlapnega profila s HS-SPME. Za izbrane 
hlapne komponente smo se odločili na podlagi najvišjih prispevkov (loadings) opaženih v 
PCA analizi. Na sliki 2 (podpoglavje 2.1.3) je predstavljen diagram vzorcev narejen na prvih 
dveh PC oseh. Primerni vzorci tvorijo enotno skupino umeščeno na sredino, okoli nje pa so 
v tri manjše skupine razdeljeni vzorci, ki imajo nekatera manjša odstopanja v aromi. Grafični 
prikaz potrjuje našo domnevo, da v procesu ne prihaja do konstantnih, ponavljajočih se 
napak. Podrobnejši pregled vzorcev z odstopanji, nam razkrije najvišje vrednosti izobutanola 
in izoamilacetata, vrednost 2-feniletanol pa je najnižja izmed izmerjenih pri vzorcu št. 5. 
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Opazne so tudi zelo visoke vrednosti dimetilamina in komponent s retencijskim časom 23,8 
in 30,0 min. določene v analizi hlapnega profila piva. Dva vzorca (20 in 21) sta ločena od 
preostalih vzorcev z odstopanji, oba sta na senzoričnem ocenjevanju dosegla zelo nizke 
vrednosti (< 3) v kategoriji vonjav. Koncentracija etilheksanoata in komponent z 
retencijskim časom 2,2, 4,6 in 33,3 je v obeh vzorcih višja kot pri preostalih vzorcih. Vzorec 
21 ima tudi najviše izmerjene vrednosti acetaldehida (4,2 mg/L) izmed vseh vzorcev. Tudi 
tretja grupa vzorcev z odstopanji, ima karakteristično visoke vrednosti izobutil acetata, etil 
butirata in komponent z retencijskim časom 2,2, 2,3, 9,7 in 33 min. Splošno gledano smo 
ugotovili, da so vzorci označeni kot manj primerni, bogatejši s hlapnimi komponentami. Iz 
literature je znano, da presežne koncentracije hlapnih spojin vplivajo na organoleptično 
oceno (Da Silva in sod., 2015; Dack in sod., 2017). V manj primernih vzorcih se razlike v 
koncentracijah ne ponavljajo, kar potrjuje lociranje in sestavo grup manj primernih vzorcev. 
 
Na istem setu vzorcev smo izvedli še RDA analizo na prvih šestih PC oseh. Sposobnost 
modela za klasifikacijo vzorcev je bila 91 %, uspešnost navzkrižnega testa pa je bila 81 %. 
Na prvi pogled odstotek ni zelo visok, vendar pa so bili vsi primerni vzorci klasificirani 
pravilno. Model je nepravilno klasificiral le 2 oz. 4 manj primerne vzorce. Tudi s tem 
rezultati lahko potrdimo našo tezo, da v procesu ne prihaja do ponavljajočih se napak. Če 
temu ne bi bilo tako, bi vsi manj primerni vzorci tvorili samostojno grupo, ločeno od 
primernih v primeru RDA in PCA.  
 
Da smo potrdili še zgoraj omenjeno domnevo, da napake ne izvirajo iz hmelja, smo izvedli 
še multivarianto statistiko PCA in RDA. V obeh primeri smo upoštevali za vseh 22 vzorcev 
le rezultate 15 komponent eteričnega olja hmelja v pivu. Tako z RDA kot PCA nismo dosegli 
grupiranja vzorcev v dve skupini. S tem potrjujemo, da odstopanja v aroma piva niso 
posledica hmelja ampak so najverjetneje posledica stranskih produktov alkoholne 
fermentacije.  
 
Pri študiji dinamike in poteka izomerizacije-alfa kislin v pivu in prehoda posameznih 
komponent eteričnega olja hmelja v pivo, smo pripravili štiri različne tipe piva. Da smo se 
izognili morebitnim vplivom aromatičnih komponent, ki bi izvirale iz ječmenovega slada, 
smo konstanto sladico razdelili na štiri dele, ki smo jo hmeljili na različne načine. V prvem 
tipu piva (pivo A) smo hmelj dodali na začetku in ga pustili v vreli pivini 60 min. V drugem 
tipu (pivo B) smo hmelj dodali na začetku in ga pustili v vreli pivini 120 min. Pri ostalih 
dveh tipih piva pa smo preverjali razliko med potekom izomerizacije in prehodom 
komponent eteričnega olja pri hladnem hmeljenju med fermentacijo (pivo C) in med 
dvotedenskim zorenjem (pivo D). Vse tipe piva smo hmeljili z enako količino iste sorte 
hmelja, ki smo ga predhodno okarakterizirali z vsebnostjo alfa-kislin in kvantitativno ter 
kvalitativno analizo eteričnega olja. Piva A in B smo vzorčili vsakih 10 minut med procesom 
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varjenja, pivo C smo med pet dnevno fermentacijo vzorčili vsak dan, pivo D pa smo vzorčili 
vsak teden dvotedenskega zorenja. Vzorce smo najprej prefiltrirali, za analizo eteričnih olj 
smo jih potem predestilirali, da so počakali na GC analizo. Za HPLC analizo izomerizacije, 
pa smo jih zamrznili in analizo opravili v eni seriji. 
 
V pivih A in B je opazna visoka hitrost izomerizacije v prvih 30 minutah kuhanja hmelja v 
pivini. Hitrost se do maksimalne koncentracije upočasni. V pivu A je bila le ta dosežena na 
koncu kuhanja (60 min.). Pri analizi piva B, smo ugotovili da je maksimalna stopnja 
izomerizacije dosežena pri 100 minutah. Vsakršno kuhanje, daljše od tega časa pa ima za 
posledico razpadanje izo-alfa-kislin v njihove oksidacijske produkte in s tem zniževanje 
končne grenčice piva. Med fermentacijo so se vsebnosti izo-alfa-kislin zniževale, medtem 
ko so se med zorenjem rahlo povečale na končno vrednost. Pri pivu C, je opazno zniževanje 
koncentracij izo-alfa-kislin vsak dan fermentacije do končne stopnje izomerizacije, ki je pod 
1 %. Verjetnost, da se koncentracije v vseh primerih med fermentacijo znižujejo gre pripisati 
vezavi le teh na celice kvasovk in molekule CO2. V pivu D je z razliko od ostalih treh, večji 
delež alfa-kislin, ki ni izomeriziral. Razlog nizke stopnje izomerizacije, primerljiva območju 
kot v pivu C, je v tem primeru slaba topnost v vodnem mediju pri nizki temperaturi (2 °C). 
Ker ni več prisotnosti kvasovk in tropin, se stopnja izomerizacije počasi zvišuje (Jaskula in 
sod, 2008; Huang in sod., 2013; Kappler in sod., 2010).   
 
Pri prehodu komponent hmeljnega eteričnega olja v pivo smo se osredotočili na nekaj 
najpomembnejših. Po vzorčenju in destilaciji je sledila ekstrakcija tekoče-tekoče z 
diklorometanom po metodi MEBAK 2.23.6 (2013). Kvantitativna analiza ekstrakta je bila 
izvedena z GC-FID. Med kuhanjem hmelja v pivu A in B smo opazili različno hitro 
zniževanje koncentracij posameznih komponent, nekaterih celo do vrednosti nižjih od meje 
zaznavnosti (LOD). Rezultat je pričakovan, saj so eterična olja lahko hlapne komponente ki 
pospešeno izhlapevajo pri povišani temperaturi. Izjema je le vsebnost geraniola, ki se med 
kuhanjem ni bistveno znižala. V pivu C, pa zadeva ni tako preprosta. Zaradi obsežnega 
procesa fermentacije, kjer hkrati poteka veliko procesov, koncentracije komponent 
eteričnega olja nihajo iz dneva v dan. V splošnem lahko rečemo, da so začetne koncentracije 
relativno visoke, nato pa se znižujejo in zopet povečujejo zadnji dan fermentacije. Splošno 
so koncentracije v pivu C višje kot v pivu A in B, kar je znano tudi iz pregleda literature 
(Kishimoto in sod., 2006). V primeru piva D, opazimo da imamo dve vrsti komponent, 
koncentracija prvih (alfa-pinen in geranil izo-butiratat) se znižuje, medtem ko koncentracije 
drugih naraščajo npr. mircen in linalol. Poleg ekstrakcije, je dejavnik za takšen rezultat tudi 
medsebojno kemijsko reagiranje komponent, zato se nekatere koncentracije znižujejo, druge 
pa povečujejo (Takoi in sod., 2010; Rui-Aumatell in sod., 2014). 
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V pivovarstvu se ob hmeljnih storžkih in peletih uporablja tudi hmeljni ekstrakt. Gre za 
ekstrakt hmelja, pridobljen s superkritičnim CO2. Cilj študije je bil preiskovati osnovne 
termodinamske lastnosti ekstraktov z uporabo diferencialne dinamične kalorimetrije (DSC). 
Predvsem so nas zanimali morebitni fazni prehodi in morebitna reakcija izomerizacije, ki v 
pivovarstvu velja za eno izmed najbolj pomembnih.  
 
Za raziskavo smo zbrali šest hmeljnih ekstraktov. Iz DSC krivulj smo ugotovili, da po prvem 
segrevanju do 95 °C (5 °C min-1) prihaja do več endotermnih prehodov med 20 °C in 70 °C. 
Čeprav je hmeljni ekstrakt sestavljen iz približno 70 % alfa- in beta-kislin, pa porazdelitev 
in intenziteta vrhov ne odražata razmerja in vsebnosti alfa-beta-kislin. Ker preostale smole 
v hmeljnem ekstraktu pri temperaturah do 100 °C ne doživljajo faznih sprememb (Bisnada 
in sod., 2003), smo mnenja, da opaženi fazni prehodi pripadajo maščobnim kislinam. Z 
rezultati smo ugotovili, da spremembe v superkritični ekstrakciji hmelja vplivajo ne le na 
alfa-beta-kisline, ampak tudi na sestavo in vsebnost maščobnih kislin. Pri nadaljnji raziskavi, 
smo vzorce dvakrat ohladili in dvakrat segreli. Pri krivuljah med ohlajanjem ekstraktov, smo 
opazili dva eksotermna prehoda pri 44 °C in 27 °C, medtem ko pri drugem segrevanju pride 
do dveh endotermnih prehodov pri 50 °C in 30 °C. Število prehodov, sprememb v toplotni 
kapaciteti in temperaturi, so pri drugem segrevanju nižji kot pri prvem. Ker so te spremembe 
med segrevanjema različne, sklepamo, da so termični prehodi opaženi pri prvem segrevanju 
ireverzibilni, medtem ko so pri drugem reverzibilni. Naše domneve so, da so termični 
prehodi pri prvem segrevanju posledica oblikovanja delcev med ekstrakcijo s superkritičnim 
CO2, termični prehodi pri ohlajanju in drugem segrevanju pa posledica solidifikacije oz. 
taljenja maščobnih kislin. Entalpije prehodov, Hi pri prvem segrevanju so v povprečju dva 
do trikrat višje, kot tiste Hi pri drugem segrevanju. Entalpije se med vzorci hmeljnih 
ekstraktov (ICE3, AHA1 in AHA2) močno razlikujejo, čeprav so bili vsi pripravljeni iz iste 
sorte hmelja. To potrjuje našo tezo, da parametri nastavljeni pri ekstrakciji vplivajo na 
kasnejše obnašanje ekstraktov pri termični karakterizaciji. Pri tej raziskavi smo s HPLC 
določili vrednosti alfa- in beta-kislin pred in po segrevanju do 95 °C. Opazno je bilo znižanje 
rel. % vsebnosti alfa- in beta-kislin po segrevanju za približno 4 %. Pri pregledu 
kromatogramov smo ugotovili, da do izomerizacije alfa-kislin ni prišlo, oz. je bila le ta pod 
mejo zaznavnosti (LOD= 0,001 mg/L). 
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- Vsebnost in sestava eteričnega olja hmelja in alfa- in beta-kislin se v hmeljnih 
kultivarjih razlikujejo, zato jih lahko uporabimo za njihovo identifikacijo. S tremi 
analiznimi metodami, v kombinaciji s kemometrijo, smo uspeli identificirati hmelja 
ne samo v petletnem obdobju ampak tudi znotraj posameznih letin. 
 
- Zaradi minimalne oz. skoraj ničelne genske podobnosti nemške sorte Hallertauer 
Magnum s preostalimi slovenskimi, so bili ti vzorci v vseh primerih ločeni od 
slovenskih. 
 
- S prikazanimi rezultati smo ugotovili, da ni pomembno ali uporabljamo 
kemometrijske metode za razlikovanje na podlagi rezultatov analiz sestave 
eteričnega olja ali vsebnosti alfa- in beta-kislin. Pri obeh matriksih dobimo 
primerljivo dobre rezultate. 
 
- Potrdili smo hipotezo, da je sorto vzorcev hmeljnih kultivarjev možno določiti z 
različnimi analiznimi in kemometrijskimi tehnikami. 
 
- Analizo stabilnih izotopov lahko uporabimo kot prstni odtis posamezne geografske 
regije pridelovalke hmelja. Z analizo vrednosti stabilnih δ15N in δ34S, lahko zaradi 
velike variacije vrednosti med regijami z veliko zanesljivostjo določimo geografsko 
poreklo hmelja. 
 
- Izmerjene vrednosti δ13C so blizu skupaj (-26.6 ±0.9 ‰) in jih ne moremo uporabiti 
za določanje geografskega porekla, kar je skladu z dejstvom, da so vrednosti δ13C 
bolj biološko-genetsko pogojene kot geografsko-okoljsko. 
 
- Z analizo vrednosti razmerij stabilnih izotopov izbranih elementov nismo uspeli 
zanesljivo določiti botaničnega porekla slovenskih sort hmelja. 
 
- Delno smo potrdili hipotezo, da je na osnovi razmerij stabilnih izotopov ogljika  in 
dušika možno ločevanje hmeljnih vzorcev z ozirom na njihovo geografsko poreklo. 
Ločitev je možna na osnovi razmerij stabilnih izotopov dušika in žvepla, ne pa 
ogljika. 
 
- Hlapni del arome piva, ki je pokazatelj kvalitete piva in parameter potrošnikovega 
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- Razločevanje piv na primerne in tiste z manjšimi odstopanji v aromi piva smo izvedli 
na podlagi rezultatov analiz hlapnega profila piva in vsebnosti višjih alkoholov in 
estrov v kombinaciji s kemometrijo. 
 
- Vzorci, ki so jih na senzoričnem ocenjevanju strokovnjaki ocenili kot tisti z manjšim 
odstopanji, v analizah grupiranj niso tvorili samostojne skupine, ampak so bili 
raztreseni okrog primernih vzorcev, ki so tvorili samostojno grupo. Iz tega sklepamo 
da v pivovarskem procesu ne prihaja do konstantne, ponavljajoče napake. 
 
- Iz danih rezultatov analiz vsebnosti posameznih komponent eteričnega olja hmelja v 
pivu smo ugotovili, da hmelj ne vpliva na senzorično zaznana odstopanja. 
 
- Sklepamo da so odstopanja od željenih vrednosti posledica stranskih produktov 
nastalih med alkoholnim vrenjem. 
 
- Potrdili smo hipotezo, da z rezultati analiznih tehnik hlapnega dela arome piva v 
kombinaciji s kemometrijskimi metodami, lahko dobimo primerljiv opis kvalitete 
arome z oceno senzoričnega panela. 
 
- Optimalen čas hmeljenja pivine za doseganje grenčice piva je 100 minut. V tem času 
je bil izkoristek izomerizacije alfa-kislin najvišji (19 %). Po tem času začno izo-alfa-
kisline razpadati. 
 
- Na končno grenčico piva vpliva tudi hladno hmeljenje. 
 
- Koncentracije preiskovanih komponent eteričnega olja hmelja med hmeljenjem v 
vreli pivini s časom močno padajo. Z namenom doseganja kvalitetne arome grenčice 
je zato potrebno hmelj dodajati na začetku, med kuhanjem in tik pred koncem 
kuhanja. 
 
- Potrdili smo hipotezo, da so količine komponent eteričnega olja v pivu odvisne od 
načina in časa hmeljenja. 
 
- Sledili smo termično pogojenim faznim prehodom hmeljnih ekstraktov in ugotovili, 
da čeprav so ti sestavljeni iz približno 70 % alfa- in beta-kislin, te niso odgovorne za 
zaznane fazne prehode v termogramih, posnetih s tehniko DSC.  
 
- Zaznani fazni prehodi med segrevanjem in ohlajanjem hmeljnih ekstraktov so po 
našem mnenju posledica taljenja oz. strjevanja maščobnih kislin. 
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Eterično olje hmelja in vsebnost ter razmerje alfa- in beta-kislin v hmelju so gensko značilni 
in so lahko uporabljeni za določanje botaničnega porekla. Z vsemi tremi analiznimi 
tehnikami (HPLC, GC in FTIR) v kombinaciji s kemometrijo smo dosegli zadovoljive 
rezultate. Najboljše rezultate smo dosegli s kemometrijo na vseh rezultatih analiznih metod 
znotraj posameznih letin. Z RDA in HC smo dosegli 100 % pravilne klasifikacije vzorcev v 
skupine. Da so metaboliti gensko pogojeni je lepo vidno v primeru Aurore in Bobka. 
Razvidna je tudi zelo mala oz. ničelna genska podobnost med Magnumom in ostalimi 
tradicionalnimi Slovenskimi sortami, saj vzorci Magnuma v vseh preiskovanih primerih 
tvorijo samostojno skupino, ločeno od preostalih slovenskih sort. Ugotovili smo, da je nabor 
parametrov pridobljenih z GC analizo komponent eteričnega olja hmelja mogoče močno 
skrčiti in še vedno dobimo zadovoljive rezultate. Prav tako smo ugotovili, da ni pomembno 
ali uporabljamo združeno parametre dobljene z GC in HPLC, ampak jih lahko uporabimo 
ločeno in prav tako dobimo primerljive rezultate. S FTIR smo dobili zadovoljive rezultate 
tudi v vzorcih hmelja letnik 2003, ki je znan kot ekstremno leto z vidika vremenskih pogojev.  
 
Razmerja stabilnih izotopov elementov C, N in S lahko uporabimo kot uspešno  metodo za 
določanje geografskega porekla hmelja. Ker je opisana metoda v primerjavi s standardnimi 
tehnikami kot sta npr. GC in HPLC hitrejša in cenejša, bi z njo lahko pivovarji in trgovci s 
hmeljem preverjali osnovne podatke hmelja, kot so leto in država porekla z namenom 
preprečevanja prevar. Metoda je tudi preprosta, saj ne potrebuje zahtevne predpriprave 
vzorca in uporabe različnih topil. Vse kar je potrebno storiti, je homogenizirati in zatehtati 
vzorec v kositrne kapsule. Ker se pri metodi ne uporablja topil, je tudi z vidika ekologije 
primernejša metoda kot klasične GC in HPLC. V prihodnosti imamo namen zmeriti še 
izotopska razmerja kisika, vodika in svinca. Iz vrednosti δ18O in δ2H pričakujemo še boljše 
rezultate, saj so izotopske frakcionacije pri vseh treh elementih bolj okoljsko pogojene. 
Omenjena metodologija pa v primeru določanja botaničnega porekla ni tako uspešna, 
rečemo lahko da je metoda le delno uspešna. Razlog temu je tudi namen in izbor elementov, 
ki smo jim določali izotopsko sestavo, saj je bil v prvi vrsti cilj določiti geografsko poreklo.  
 
Aromatični profil piva s svojimi hlapnimi in nehlapnimi komponentami je parameter 
potrošnikovega odločanja, hkrati pa tudi odraz kvalitete piva. Aromatični profil lahko 
uporabimo za razločevanje med vrstami piva. V predstavljeni študiji, smo izvedli ločevanje 
piva znotraj ene znamke, na primerne in tiste z manjšim odstopanjem v aromi, glede na 
ocene senzoričnih ocenjevalcev. Z dvema izmed treh analiznih metod v kombinaciji s 
kemometrijo smo dosegli dobre rezultate ločitve vzorcev. Najboljše rezultate smo dosegli s 
kemometrijo na setu podatkov - rezultatov, pridobljenih z metodo določanja VAE in HS-
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SPME. Zaradi zelo majhnih razlik ugotovljenih na senzoričnem ocenjevanju med 
primernimi pivi in tistimi z majhnimi odstopanji, so le ti razsejani okrog primernih vzorcev 
in ne tvorijo samostojne grupe. S tem smo dokazali, da v procesu ne prihaja do stalnih, 
ponavljajočih napak. Prav tako smo dokazali, da napake v proces niso pripeljane s hmeljem 
kot surovino. Sklepamo, da so odstopanja v aromi posledica stranskih produktov alkoholne 
fermentacije. Najbolj optimistične napovedi so, da bi v prihodnosti naš analizni pristop, ki 
ne vključuje človeške subjektivnosti, lahko postal alternativa klasičnim senzoričnim 
ocenjevanjem piva. Bolj realne predikcije pa, da bi naš model postal hitro orodje za 
odkrivanje in odpravljanje napak, ki vodijo do odstopanja v senzoriki. 
 
Z namenom doseganja kvalitetne grenčice piva, se hmelj dodaja na začetku vrenja pivine. V 
prvih 30 minutah kuhanja, je hitrost izomerizacije najvišja, ki se do najvišje zaznane stopnje 
izomerizacije (19 %), ki je bila dosežena po 100 minutah kuhanja upočasni. Čas daljši kot 
100 minut ni več primeren, saj se prične razpad izo-alfa-kislin, ki so nosilec grenkega okusa, 
v njihove oksidirane produkte. Ugotovili smo, da s tehniko hladnega hmeljenja piva 
minimalno pripomoremo k zvišanju grenčice. Vzroki za procentualno nizke izkoristke 
izomerizacije so slaba topnost alfa-kislin v vodnem mediju in adsorpcija alfa-kislin na 
ječmenove tropine oz. stene posode.  
 
Pri opazovanju prehoda določenih komponent eteričnega olja hmelja, smo ugotovili, da 
sestava razmerja komponent v pivu ni primerljiva s sestavo komponent v hmelju. Vzrok 
temu sta predvsem različna hlapnost in topnost v vodnem mediju. Večjega pomena kot 
koncentracijsko območje posamezne komponente, je njen prag zaznavanja človeškega 
receptorja za vonj. Opazno je, da s časom vrenja pivine koncentracije močno padajo, celo 
pod mejo detekcije. Med hladnim hmeljenjem se koncentracije malo zvišujejo, medtem ko 
se v procesu zorenja nekatere zvišujejo, druge pa razpadajo. Vzrok temu je medsebojno 
reagiranje. 
 
V pivovarstvu se ob hmeljnih storžkih in peletih uporablja tudi hmeljni ekstrakt. Gre za 
ekstrakt, pridobljen s superkritičnim CO2. Cilj študije je bil preiskovati osnovne 
termodinamske lastnosti ekstraktov z uporabo diferencialne dinamične kalorimetrije (DSC). 
Želeli smo identificirati morebitne fazni prehode. S HPLC smo tem vzorcem med simulacijo 
varjenja piva določali tudi vsebnost izo-alfa-kislin, s čimer bi dokazali morebitno reakcijo 
izomerizacije, ki v pivovarstvu velja za eno izmed najbolj pomembnih. Šestim različnim 
hmeljnim ekstraktov smo s tehniko DSC posneli termograme med segrevanjem do 95° C in 
ohlajanjem do 0 °C. Z vzporedno analizo ekstraktov s HPLC smo dokazali, da čeprav 
ekstrakt sestoji iz približno 70 % alfa- in beta-kislin, , le te niso odgovorne za videne 
termične prehode. Predvidevamo da so termične spremembe posledica solidifikacije 
oziroma taljenja maščobnih kislin, ki je kinetično pogojen proces. 
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Hop essential oil content and composition as well as alpha- and beta-acids ratios are 
genetically influenced and can be used as a decisive parameter for determination of botanical 
origin. All three analytical techniques (HPLC, GC, FTIR), gave us satisfactory results in 
combination with chemometrics. We achieved the best results with chemometrics on the 
total data set of samples and results of all analytical techniques used, inside one year. We 
achieved 100 % correct classification of samples into groups with RDA and HC method. In 
the case of Aurora and Bobek variety, it is clearly shown, that investigated metabolites are 
genetically influenced. We can also see, that there is no genetically similarity between 
German variety Magnum and Slovenian varieties, since Magnum variety formed his own, 
independent group, separated from the samples from Slovenia. We found out, that we can 
reduce the collection of parameters obtained with standard GC analysis of hop essential oil 
components and we still get satisfactory results. We also found out, that it is not necessarily 
to use combination of parameters from all three techniques, but we can use separately results 
obtained from each technique. FTIR proved to be a powerful tool for discrimination, even 
in hop samples from harvest year 2003. This year is well known as one of the worst years 
with the aspect of weather conditions. 
 
Stable isotope ratios of light elements C, N and S could be used as a new powerful tool for 
determination of the geographical origin of hops. This method is compared to other classical 
analytical techniques such as HPLC and GC straightforward, cheap and fast. This method is 
solvent free and there is no special pretreatment except of weighing into tin capsules. It can 
be of use to the brewing industry or to hop traders in resolving issues relating basic 
harvesting data such as year of production, country of origin, with intent to avoid frauds. In 
the case of botanical origin, this methodology gave us only limited success. One of the 
reasons for this is the collection of the stable isotopes. C, N and S are more geographically 
than botanically influenced. Our goal in the future is to expand the collection of the measured 
stable isotopes. We want to measure stable isotopes ratios of H, O and Pb.  
Beer aroma profile with their volatile and nonvolatile components is of crucial importance 
for consumer’s acceptance of beer as well as indicator of beer quality. Volatile aroma profile 
could be used as a fingerprint for each beer in classification process. In presented study, we 
performed classification of beer samples comparable to sensory assessment on appropriate 
samples and samples with some minor deviations on beer aroma inside one beer brand. We 
achieved satisfactory results with two out of three analytical methods in combination with 
chemometrics. The best results were achieved with PCA and RDA on the data set, comprised 
results of analysis of higher alcohols and esters and volatile aroma profile obtained with HS-
SPME. The samples with some minor deviations are spread around appropriate samples 
which are forming their own group. The reason is, that the deviations on beer aroma is very 
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little. Samples with some minor deviations don’t form their own group, because there are no 
constant, repeatable errors in brewing process. We also proved that this deviations are not 
brought to the process with hops. From our results we assume, that this deviations are 
consequences of the some by product of alcoholic fermentation. Our approach could be used 
as an alternative to classical sensory evaluation of beer samples, without influence of a 
human factor. Our model could be also in use for detection and elimination of errors, leading 
to the deviations on beer aroma.  
With intent to achieve the desired bitterness and aroma in beer, hops need to be added into 
the boiling wort in multiple stages. Usually we add it in three stages. The isomerization rate 
is very fast in the first 30 minutes. The highest isomerization yield (19 %) of alpha-acids 
was achieved after 100 minutes of wort boiling. Time longer than this is not appropriate, 
because the degradation of iso-alpha-acids is occurred. We found out that the dry hopping 
technique aid just a little bit to the final bitterness in beer. Isomerization yield in both dry 
hopped beers were very low (approx. 1 %). Low isomerization yields are a consequences of 
a limited solubility of alpha acids in water, because of the losses during boiling, and because 
of the adsorptions of the trub or walls of the pot. 
In observation of transitions of hop essential oil components, we found out that the 
concentration ratios between components are not the same as in the hop. With boiling, 
concentrations of hop essential oil components are rapidly decreasing even to the < LOD 
values. When we use dry hopping technique, concentrations are decreasing and are higher 
than in kettle hopped beers.  More than concentrations of hop essential oil for final beer 
aroma, odour threshold of individual component is important. 
In brewing industry hops can be in various forms, but hop cones and hop pellets are the most 
common. Brewers also use hop extract, obtained from hop cones with supercritical CO2. The 
aim of this study was to investigate thermodynamic properties of hop extract with the use of 
DSC. We wanted to identify phase transitions during heating and cooling with simulation of 
brewing. We used HPLC to be sure if there are isomerization reaction present. Experiment 
was conducted using six different hop extract. We used different cooling and heating cycles 
and the DSC curves obtained some phase transitions in various temperatures range. We 
found out, that although hop extract consist of approximately 70 % of alpha- and beta-acids, 
they are not responsible for shown phase transitions. We assume, that this transitions are 
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